PCT 



BEST AVAILABLE COPY 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 

Bureau intemationaJ 




DEMANDE INTERNATIONALE ftUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/86, A61K 48/00 




(11) Numero de publication Internationale: WO 96/18740 
(43) Date de publication Internationale: 20 juin 1996 (20.06.96) 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR95/01650 

(22) Date de depot international: 12 decembre 1995 (12.12.95) 



(30) Donnees relatives a la priority: 

94/15014 13 decembre 1994 (13.12.94) FR 



(71) Deposants (pour tous les Etats disignis sauf US): RHONE- 

POULENC RORER S.A. fFR/FR]; 20, avenue Raymond- 
Aron. F-92165 Antony (FR). INSTTTUT NATIONAL 
DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE 
[FR/FR]; 101, rue de Tolbiac, F-75654 Paris CeViex 13 
(FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/De'posants (US sculement): FINIELS, Francoise 
[FR/FR]; 9, rue Bausset, F-75015 Paris (FR). GIMENEZ- 
RIBOTTA, Minerva rFR/FR]; 474, avenue de la 
Justice-de-Castenau, F-34000 Montpellier (FR). MALLET, 
Jacques (FR/FR]; 18, rue Charcot, F-75013 Paris (FR). 
PRIVAT. Alain [FR/FR]; 300, rue des Graves, F-34980 
Saim-Clement-de-Riviere (FR). REV AH, FnSdenc [FR/FR]; 
49, me de Chatenay, F-92I60 Antony (FR). 



(74) Mandate ire: LE COUPANEC, Pascale; Rhone-Poulenc Rorer 
S.A., Direction des Brevets, 20, avenue Raymond-Aron, F- 
92160 Antony (FR). 



(81) Etats designes: AM, AU, BB, BG, BR, BY, CA, CN, CZ, EE, 
Fl, GE, HU, IS, JP, KG, KP, KR, KZ, LK, LR, LT, LV, 
MD, MG, MN, MX, NO, NZ, PL, RO, RU, SG. SI SK, TJ, 
TM, TT, UA, UG, US, UZ, VN, brevet europeen (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT. 
SE). brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche Internationale. 



(54) Title: ADENOVIRAL- VECTOR -MEDIATED GENE TRANSFER INTO MEDULLARY MOTOR NEURONS 

(54) litre: TRANS PERT DE GENES DANS LES MOTONEURONES MEDULLA IRES AU MOYEN DE VECTEURS ADENOVIRAUX 

(57) Abstract 



^ The use of recombinant adenoviruses for transferring nucleic 
acids into medullary motor neurons is disclosed. 

(57) Abrege* 
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Transfert de genes dans les motoneurones medullaires 
au moyen de vecteurs adenoviraux 

La presente invention conceme le domaine de la therapie genique. Elle concerne 
plus particulierement une nouvelle methode de traitement des pathologies du systeme 
5 nerveux par transfert de genes dans les motoneurones medullaires au moyen de vecteurs 
adenoviraux. 

« 

La therapie genique et lHitilisation de virus modifies comme vecteurs pour les 
maladies neurodegeneratives constituent des nouvelles approches th6rapeutiques 
particulierement promotteuses. Parmi les virus utilises a cet effet dans Tart anterieur, on 

10 peut citer en particulier les adenovirus (Le Gal La Salle et at. Science 259, 988-990), les 
virus de 1'herpes, les virus adeno-associes et les retrovirus. Les etudes decrites dans Tart 
anterieur montrent que ces vecteurs, et en particulier les adenovirus, sont capables 
d'infecter avec une tres grande efficacite les cellules du systeme nerveux central. Ces 
resultats permettent ainsi de mettre au point des methodes de traitement des pathologies 

15 du systeme nerveux central par injection directe au niveau du systeme nerveux central 
(en particulier par stereotaxic) d'adenovirus recombinants comprenant un gene 
therapeutique. 

Concernant la moeile epiniere, dans le cadre de certaines maladies 
neurodegeneratives ou de traumatismes, la therapie genique pburrait egalement 
20 permettre de lutter contre la d£generescence des neurones moteurs (motoneurones) en 
apportant certains genes codant par exemple pour des facteurs de croissance. 
Neanmoins, ces applications sont encore limitees par Tabsence de methode simple 
permettant de transferer specifiquement un gene au niveau de la moeile. La presente 
invention permet de remedier a ce probleme. 

25 . La presente invention decrit en effet une methode particulierement efficace pour 

le transfert selectif de genes dans la moeile. La presente invention decoule en particulier 
de la demonstration qu'il est possible de transferer specifiquement un gene au niveau des 
motoneurones par administration, au niveau du muscle, d'un vecteur adenoviral 
incorporant ledit gene. En effet, la demanderesse a maintenant rriontr6 que, de maniere 

30 particulierement avantageuse, les adenovirus sont absorbes au niveau des jonctions 
neuromusculaires (plaques motrices), et achemines jusqu'aux corps cellulaires des 
motoneurones (corne ventrale de la moeile epiniere) par transport retrograde le long des 
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axones m o»e— IMMM. i— de vec.^ ad^owaux seta 
rinvendon consdree ainsi une noaveU. nelhode .res dntfecnond* 
^e-es per transport redogr.de. permed de abler de ^ f~-""» 
.nedellaire sur lequel on desire interveni, en foncdon de la locabsadon d» •reum.tosme 
5 et/ou de la degenerescence. 

Le precede selon la presente invention est tout particulierement avantageux 
puisqu'U permet, en suivant une cartographie precise des jonctions neuromusculaares, 
d'infecter de facon specifique et unliable les motoneurones des different* etages 
fonctionnels medullaires. II s'avere de plus beaucoup moins traumatique qu'une utjecuon 
10 stereotaxique dans le parenchyme medullaire. laquelle serait de toutes facons plus defuse 
et non restrictive aux motoneurones. 

Un F emier objet de 1'invention reside done dans .utilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
preparation dune composition pharmaceutique destinee au transfert ducht aade 
15 nucleique dans les motoneurones medullaires par administration intramusculaire. 

Comme indique ci-avant. le precede selon la presente invention est tres 
avantageux puisqu'il permet de cibler precisement les motoneurones de chaque etage 
fonctionnel medullaire. Ainsi, selon le site de 1'alteration a traiter, Tadministranon est 
pratiquee dans un muscle portant une liaison nerveuse avec ledit site. Selon la presente 
20 Lntion.il est maintenant possible, par un choix judicieux de diverses injecUons. 
tfinfecter, de facon specifique et unilateral un grand nombre de motoneurones 
medullaires repartis sur les differents niveaux. A titre de mode de realisation preferes. 
radministration dans des muscles des membres superieurs (biceps, triceps) permet de 
transferer un gene dans les motoneurones au niveau cervical; radministration dans des 
25 muscles du thorax (pectoraux) permet de transferer un gene dans les motoneurones au 
niveau thoracique; ou encore radministration dans des muscles des membres mfeneurs 
(gastrocnemien) permet de transferer un gene dans les motoneurones au mveaux 
lombaire et sacre. D'autres muscles peuvent bien entendu etre unhses pour 
radministration au niveau de ces motoneurones. et tfautres motoneurones peuvent 
30 egalement etre cibles. A cet effet. il est possible d'utiliser des cartographies ; precses des 
jonctions neuromusculaires afin de determiner, en fonction de 1'etage medullar* able, le 
ou les muscles les plus appropries pour radministration. De telle* cartography sont 
accessibles a rhomme de 1'art (voir notamment Nicholopoulos et al.. J. Comp. Neurol. 
217 78-85- Peyronnard et Charon. Exp. Brain Res. 50. 125-132). Selon letage 
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medullaire qu'il s'averera opportun d'infecter un ou plusieurs muscles connus pour etre 
innerves par I'etage en question peuvent ainsi etre choisis. 

L'administration intramusculaire d'adfcnovirus peut etre realisee de differentes 
manieres. Selon un premier mode de realisation, elle est pratiquee par injection en 
5 plusieurs points d'un meme muscle de fa?on a concerner un tres grand nombre de plaques 
motrices. Ce mode de realisation est particulierement efficace lorsque le point d'insertion 
du nerf dans le muscle consider^ n'est pas identifiable. Lorsque le point d'insertion du 
nerf est reperable, radministration est avantageusement realisee par une ou plusieurs 
injections au niveau ou proche(s) dudit point Selon ce mode de realisation, TefficacitS du 
10 transfert est plus grande car une proportion elevee de vecteur administree est absorbee 
au niveau de la jonction neuromusculaire. 

Dans un premier mode prefer^ de mise en oeuvre de la presente invention, 
Tadministration intramusculaire est realisee par injections en plusieurs points d'un meme 
muscle. 

15 Dans un autre mode prefere de mise en oeuvre de la presente invention, 

radministration intramusculaire est realisee par injection(s) au niveau ou proche(s) du 
point d'insertion du nerf. 

Selon un objet particulier, l'invention concerne Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
20 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires cervicaux par administration dans les 
muscles des membres superieurs (exemple : biceps, triceps). 

Selon un autre objet particulier, l'invention concerne Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
25 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires thoraciques par administration dans les 
muscles du thorax (ex. pectoraux). 

Toujours selon un objet particulier, l'invention concerne Tutilisation d'un 
adenovirus recombinant comprenant dans son g§nome un acide nucleique d'interet pour 
30 la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires lombaire et/ou sacre par administration 
dans les muscles des membres inferieurs (gastrocnemien par exemple). 
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La methode selon 1'invention peut etre mise en oeuvre en utilisant des 
adenovirus d'origine diverses. Differents serotypes d'adenovirus. dont la structure et 
les proprietes varient quelque peu, ont en effet ete caracterises. Parmi ces serotypes, 
on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humams de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 
05954) Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : 
Mavl Beard et al. Virology 75 (1990) 81). ovine, porcine, aviaire ou encore 
simienne (exemple : SAV). De preference, .adenovirus d'origine animale est un 
adenovirus canin. plus preferentieUement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. 

Selon un mode particulier de realisation prefere de 1'invention. .'adenovirus utilise 
est un ad6novirus d'origine humaine. Selon un autre mode avantageux. 1'adenovirus est 
un adenovirus d'origine animale. 

Le genome des adenovirus comprend notamment une sequence inversee 
repetee (tTR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi). des genes 
precoces et des genes tardifs. Les principaux genes precoces sont contenus dans les 
regions El E2. E3 et E4. Parmi ceux-ci. les genes contenus dans la region El (Ela et 
Elb notamment) sont necessaires a la replication virale. Us regions E4 et L5 par 
exemple sont elles impliquees dans la propagation virale. Les principaux genes tardifs 
sont contenus dans les regions LI a L5. Les genome de 1'adenovirus Ad5 a ete 
entierement sequence et est accessible sur base de donnees (voir notamment 
Genebank M73260). De meme des parties, voire la totalite du genome d'adenovirus 
de serotypes differents (Ad2. Ad7. Adl2. etc) ont egalement ete sequences. Les 
vecteurs adenoviral utilises pour la mise en oeuvre de la presente invention 
comprenent les ITR. une sequence permettant 1'encapsidaUon et 1'acide nucleique 

d'interet 

Dans un mode de realisation prefere de 1'invention. le genome de 1'adenovirus 
utilise est depourvu de tout ou partie de la region El. La region El est en effet 
essentielle a la replication virale et son inactivation conduit a la formation de virus 
defectifs pour la replication, c'est-a-dire incapables de se repliquer de facon autonome 
dans les cellules infectees. La region El, ou tout autre region virale consideree. peut etre 
rendue non fonctionnelle par toute technique connue de rhomme du meuer. et 
notamment par suppression totale, substitution, deletion partieUe. ou addition d'une ou 
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plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles modifications peuvent etre 
obtenues in vitro (sur de l'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques 
du gfenie genfetique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. 
Avantageusement, le g6nome de Tadenovirus utilise est depourvu d'une partie de la 
5 region El correspondant aux residus 454 a 3328 (fragment PvuII-Bglll) ou 382 a 3446 
(fragment HinfII-Sau3 A). 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, le genome de 
l'adeno virus utilise est egalement depourvu de tout ou partie de la region E3 et/ou E4. La 
demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de cohstruire des vecteurs portant 
10 ces differents types de deletions. Ces deletions supplementaires permettent d'accroitre la 
securite du vecteur et d'augmenter sa capacite. 

L'acide nucleique d'ihteret peut etre insere en differents sites du genome de 
Tadenovirus. Avantageusement, il est insere au niveau de la region El, E3 ou E4. 
Cependant, il est clair que d'autres sites peuvent etre utilises. En particulier, Tacces a la 
15 sequence nucleotidique du genome permet a l'homme du metier d'identifier ou de creer 
des sites de restriction utilisables a cet effet 

Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de Thomme du metier (Levrero et al„ Gene 101 (1991) 195, 
EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre prepares 

20 par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'ADN d^teret. La recombinaison homologue se produit apres co-transfection 
desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire 
utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii), com porter 
les sequences capables de complementer la partie du genome de I'adenovirus defectif , de 

25 preference sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 
(Graham et al„ J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son 
genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). 

Une premiere methode consiste a transfecter TADN du virus recombinant 
30 (defectif) prepare in vitro dans une lignee cellulaire competente, c'est-a-dire portant en 
trans toutes les fonctions necessaires a la complementation du virus defectif. Ces 
fonctions sont piT§feientiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui reduit les 
risques de recombinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. Dans le cas 



WO 96/18740 



6 



PCI7FR95/01650 



10 



15 



20 



25 



d'adenovirus dans lesquels seule la region El est deficient^ la lignee preferee est la 
lignee 293. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee ceUulaire 
apppropriee l'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro et l'ADN dun ou de 
plusieurs virus ou plasmide helper. Selon cette methode, il n'est pas necessaire de 
disposer dune lignee cellulaire competente capable de complementer toutes les fonctions 
defectives de .adenovirus recombinant Une partie de ces fonctions est en effet 
complement* par le ou les virus helper. Ce ou ces virus helper sont eux-memes 
defectifs. 

Des strategies de construction de vecteurs derives des adenovirus ont 
egalement ete decrites dans les demandes n° FR93/05954 et FR93/08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire. comme illustre dans les exemples. 

Pour leur utilisation selon la presente invention, les adenovirus sont 
preferentiellement associes a un ou des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour 
une formulation injectable. 11 pent s'agir en particulier de solutions salines (phosphate 
monosodique. disodique. chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc. ou 
des melanges de tels sels). steriles. isotoniques. ou de compositions seches. notamment 
lyophilisees. qui. par addition selon le cas deau sterilisee ou de serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. Us doses de virus utilisees pour 
I'administration peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres. et notamment 
en fonction du site (muscle) d'administration considere. du nombre dinjections, du gene a 
exprimer. ou encore de la duree du traitement recherchee. D'une maniere generale, les 
adenovirus recombinants selon .invention sont formules et adrmnistres sous forme de 
doses comprises entre lO* et 10" pfu. et de preference 10* a 10" pfu. Le terme pfu 
("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux dune solution de vuus. et est 
determine par infection d'une culture cellulaire appropriee. et mesure. generalement apres 
15 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du 
litre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

Le procede selon la presente invention est particuUerement avantageux pour le 
traitement des traumatismes medullaires ou des maladies de degenerescence 
motoneuronale. Us traumatismes medullaires correspondent plus particulierement a des 
sections au niveau des motoneurones qui les privent de leurs afferences provenant des 
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centres superieurs et entrainent leur degenerescence. Le transfert de genes codant des 
facteurs de croissance dans les motoneurones sous lesionnels par transport retrograde 
selon rinvention offre main tenant la possibility de reduire voire empecher cette 
degenerescence. S'agissant de neuropathies du motoneurons on peut citer par exemple 
5 la sclerose laterale amyotrophique, les amyotrophies spinales de type I (maladie de 
Werdnig Hoffman) de type II ou III (maladie de Kugelberg-Welander), les amyotrophies 
spinales bulbaires (telles que la maladie de Kennedy). Le transfert de genes codant pour 
des facteurs de croissance ou autres molecules connues pour exercer un effet 
neurotrophique sur le motoneurone en d£gen6rescence selon la presente invention offre 

10 egalement une nouvelle voie pour le traitement de ce type de pathologies. Uefficacit6 du 
procedS de l'invention peut en particulier etre mise en evidence sur modele animaux : 
module de section partielle ou complete de la moelle epiniere, souris Wobbler (modele 
animal d'etude de la sclerose laterale amyotrophique (Leestma J. E. f Am. J. Pathol., 100, 
821-824)); souris mnd ("motoneurone degeneration" : modele animal d'etude de la 

15 sclerose laterale amyotrophique (Messer et a!., 1992, Genomics, 18, 797-802)) ou souris 
pmn ("progressive motoneurone neuropathy" : module animal d'etude de la 
degenerescence motoneurcmale lors du developpement), comme illustr6 dans les 
exemples. ^incorporation, la tolerance et l'inocuite pour lTiomme peuvent etre testes sur 
dies modeles in vitro de culture de neurones medullaires embryonnaires humains. 

20 A cet egard, 1'acide nucleique d'interet incorpore daris les vecteurs adenoviraux 

selon l'invention code preferentiellement pour une substance neuroactive, c'est-a-dire 
capable d'exercer un effet benefique sur les cellules herveuses. II peut s'agir d'une 
substance capable de compenser un deficit en ou de reduire un exces d'une substance 
endogene, ou egalement d*une substance conferant aux cellules des propriet£s noirvelles. 

25 D peut s'agir plus particulierement d'un facteur de croissance, d'un facteur 
neurotrophique, d'une cytokine, d'un neurotransmetteur ou encore d'une enzyme, ou d'un 
r6cepteur de neurotransmetteur ou d'hormone. 

Preferentiellement, parmi les facteurs de croissance, on peut citer les facteurs de 
stimulation des colonies (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, CSF f etc), ou les facteurs de 

30 croissance des fibroblastes (FGFa, FGFb) ou des cellules vasculaires (VEGF). Panni les 
facteurs neurotrophiques, les facteurs preferes sont notamment le facteur neurotrophique 
ciliaire (CNTF), les facteurs de maturation des cellules gliales (GMFa f b) le GDNF, le 
BDNF, le NT3, le NTS, etc. Les cytokines pr6fer6es sont les interleukines et les 
interferons et, parmi les enzymes, on utilise preferentiellement les enzymes de 

35 biosynthese de neurotransmetteurs (tyrosine hydroxylase, acetyl choline transferase, 
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, ^ . x . ivsosomales (hexosaminidases, arylsulfatase, 

olutamic acide decarboxylase), les enzymes iysosonuu«> v 

eLidase. HG^RT). les enzyn.es **** dans la detoxifica — 
fibres (superoxyde dismutase I. II ou m. catalase, gluthation p^xydase). Pann, les 
hbres tsuperoxy r4cep teurs aux androgens (impbques dans la 

recepteurs, on utihsera entre autres les recepicui* 

maladie de Kennedy). 

Ces different* faciei peuven, etre utilises sous forme native, ou sous forme de 
variant ou fragment ayant une activitS de mSme type. 

11 est egalemen, possible de transferer des sequences anusens. 

L'acide nucleique peu. 6be d'origine naturelle ou aruficielle U peut s'agir 
notammen. d'ADN genomique (ADNg). d'ADN oomp.emen.ire (ADNc), de s*,uen« 
nybrides ou de sequences symhebques ou semi-symhedques. .1 peu, etre do^gme 
Leine. animale. vegfcale. bacerienne. « etc. I, peu, «re «-J*~ 
.echnique connue de rhomme d„ meder. e, nontmmen, par cnblage de butques. par 
£*i chimique. ou encore par des mSutodes mtos mcluan, la cntmt « 

cT etKymabque de sSquenr** obumues par criblage de banques. 11 sag,, 
prttetenbellemen, d'ADNc ou d'ADNg. 

Genemlement. l'acide nucleique cotnprend egalement une region pramouice de 
„ nanscripdon foncbonneUe dans les motonetuones. ainsi qu'une region situee en 3 du 
gfc* d'imU e, qui spSdfie u» signal de fin uanscripdonnelle e, un st. de 

Coleman, la regie promomce. il pen, s'agir dune rtgion promou.ee nammB m», 
responsabfc de ,'expression du gSne considert lorsque celled es, susceptmle de 
ZLter dans » P- Memem s'agir de 

differeme (responsaWes de .'expression d'autres ptoses, ou meme ***** 
Notammem, il pen, s'agir de sequence, promotrices de genes eucaryo.es ou vrmux 
example il perna'agi, de sequences prcmotrices issues du genome de la ceHule que Ion 
SrieX. De L*. . pou, s,gn de s*quencea on— issues d„ genome dun 
virus y compris .'adenovirus udlise. A ce, eg^d. on peu, cer par exemple fes 
prom'JL d^es E.A. MLP. CMV. RSV. etc. En cube, ces regions promo,nc« 
, 'peuven, are modifies par addidon de sfcpreoces d'ac„va„on. *«J^J 
plmeban, une expmssion dss.-specifi,ue ou majontau* <promo.eurs 
«c> Par alliens, lorsque 1'acide nud«que heterology ne compote pas de sequences 
prcmotrices, il peu, are insert dans le genome du virus en aval d'une telle sequence. 
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La presente invention a egalement pour objet une methode pour le transfert 
d'acides nucleiques dans les motoneurons comprenant radministration musculaire d'un 
vecteur adenoviral incoporant ledit acide nucleique dans son genome. Preferentiellement, 
la methode selon l'invention est realisee par injection(s) en plusieurs points d'un meme 
5 muscle ou, lorsque le point d'insertion du nerf est reperable, par une ou plusieurs 
injections au niveau ou proche(s) dudit point 

La presente invention sera decrite plus en detail a l'aide des exernples qui suivent, 
qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legende des figures 

10 Figure 1 (Photo a): 

Marquage B-Galactosidase de coupes longitudinales (50 ^m) de moelle epiniere 
de rat au niveau lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus B-Galactosidase 
dans le muscle gastrocnemien. 

- marquage diffus de nombreux corps cellulaires motoneuronaux (A). 
15 - marquage plus intense de quelques motoneurones au niveau du corps cellulaire et des 
neurites, mettant en evidence la morphologie typique des motoneurones (A). 

Figure 2 ( Photo B): idem A, grossissement superieur. 

Marquage B-Galactosidase de coupes longitudinales (50 \irn) de moelle epiniere 
de rat au niveau lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus 8-Galactosidase 
20 dans le muscle gastrocnemien. 

Figure 3 (Photo Ch ' 

Co-marquage B-Galaaosidase-Immunocytochimie "Calcitonin Gene Related 
Peptide" (CGRP) de coupes longitudinales (50 \un) de moelle epiniere de rat au niveau 
lombaire, apr6s injection intramusculaire d'ad&iovirus B-Galactosidase dans le muscle 
25 gastrocnemien. 

Exernples 

1 . Injection de radenovirus b-Galactosidase dans le muscle gastrocnemien chez le rat 
intact ou c hez le rat ayant subi une hemisection thoracique de la moelle epiniere. 
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Ce. exerople dtai, le dansfert du gine b-gd au niveau des motoneuron* 
Iomb *es par adndnisdadon dan, le -nusCe g^taien tfun adfaovirus incorporan, 

ledit gene. 

Pte panicnlierement. .'etude a e.e rWiaee aur un modele de secdon partielle ou 
, cemp.e,e deZoeHe epiniere de ra« pradouee a. niveau *oradcue baa 

de pLyser ,'aninud pour run ou ses deux memoes infWeun, Une ,eUe secon pnve 
^oneurones de leurs effaces prcvenan, des censes superie^s e, en enTan^e la 
r^^cence. LWn^b-ion a « reaiis* de .nanie* a infe«er ies mconeurones 
sous lesionnels par transport retrograde. 

Le vecteur adenoviral utilise dans cet exemple est le vecteur Ad.RSV.Bgal. Ce 
veoteur est depourvu des sequences necessaires a sa replication mais comporte 
neanmoins les sfquences necessaires pour ^netrer dans les cellules infectables par ^ 
d ainsi que 1'ensemble des sequences essences necessaires a 
adenovil II porte egalemen, sous le controle du promoteur RSV. le gene de *B 
,5 galactosidase de E.coli. La construction de Vadenovirus recombman defetfrf 
Ad RSVBgal a ete decrite dans la litterature (Stratford-Perricaudet et al., J. Cbn. Invest 
90 (1992) 626). Brievement, 1'adenovirus Ad.RSVbGal est un adenovirus recombmant 
defect* (delete des regions El et E3 ) obtenu par ™ 
entre 1'adenovirus mutant Ad-dl324 (TOmmappaya et al.. Cell 31 (1982) 543) et le 
20 plasmidepAd.RSVbGaKAklietal.1993). 

Le plasmide pAd.RSVbGal contient. dans l'orientation 5 ->3 . 
- le fragment PvuII correspondant a I'extremite gauche de .'adenovirus Ad5 
comprenant : la sequence FTR, 1'origine de replication, les signaux d'encapsidation et 

Vamplificateur El A; ^ QV 
25 - te gene codant pour la b-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 

(du virus dusarcomede Rous), 

. un second ftagmem du genome de Vadenovirus Ad5. qu, perme. la 
reeombinai^homologueen.re.ep^depAdJ^Oaietrad^vtedim 

Apres Unearisadon par .'enzvane OaU le plasndde pAd.RSVbG.i e, , adenovuus 
30 d! 324 son, MM dans .a lignee 293 en presence de phospluue de odaum pour 
penneflr, U .ecombtaison homologue. Les adenovirus recombuuuns gene** son, 
££L par purificado, aur plaque. Ap* i*>len,en,. l'ADN de Vadencwus 
recombtav. L amplifie dans la lignee celhusin, 293. ce qui conduit i un surnagean de 
Zre comenan, radenovirua detecif recombinan, non p*«ie ayan, un «re denvuon 
,010 pfu/ml . Us particules viraies son, ensune purffiees par centffugauon sur grad,en, 
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de chlorure de c6sium selon les techniques connues (voir notamment Graham et aL, 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus a ensuite ete utilise sous forme purifiee dans une 
solution saline phosphate (PBS). 

Trois injections ^adenovirus Ad-RSV-b-Gal (10' pfu par injection) ont ete 
5 pratiquees dans le muscle gastrocnSmien, juste aprds que l'animal ait subi (ou pas) une 
hemisection de la moelle epiniere (niveau thoracique bas, ayant pour effet de paralyser 
l'animal pour Tun de ses membres inferieurs). 9 |il d'adfcnovims sont injectes par point 
d'injection a la seringue Hamilton. 

Les animaux ont et6 sacrifies (perfusion 4% paraformaldehyde) quatre jours apres 
10 injection, temps minimum pour que le transport retrograde s'effectue du muscle a la 
moelle epiniere. Trois blocs de moelle epiniere ont ete coupes longitudinalement aux 
niveaux cervical, thoracique et lombaire, en coupes de 50 mM d'epaisseur. Les coupes 
ont ete traitees pour la revelation de la fi-Galactosidase permettant de mettre en evidence 
les cellules ayant ete infectees par le virus. Certaines coupes ont de plus subi une 
15 immunocytochimie anti-"Calcitonin Gene Related Peptide" (CGRP), permettant de 
marquer specifiquement les motoneurones. 

La B-Galactosidase a ete revelee a partir de son substrat, le X-Gal, et le produit 
de la reaction donne une coloration bleue. 

Le "Calcitonin Gene Related Peptide", CGRP, est un neurotransmetteur, 
20 marqueur specifique des motoneurones. II est revfele par immunocytochimie avec un 
anticorps secondaire coupl6 i la peroxidase et comme substrat de l'enzyme la 
diaminobenzidine; le produit de la reaction donne tine coloration marron. 

La revelation de la b-Galactosidase a permis de mettre en evidence la presence de 
motoneurones infectes, exclusivement au niveau lombaire, sous lesionnel dans le cas des 
25 rats hemisectionnes, et du cote correspondant & Tinjection. 

Deux types de marquage ont et6 obtenus, tin marquage diffus du corps cellulaire 
d'un grand nombre de motoneurones, et un marquage plus intense du corps cellulaire et 
des neurites d'un nombre plus limite de motoneurones (photos A et B). Cette difference 
d'intensite de marquage est probablement due au fait que seulement quelques 
30 motoneurones, tres proches du site d'injection, ont pu absorber le virus de f a?on intense. 

Limmunocytochimie anti-CGRP couplee & la revelation b-Galactosidase a permis 
de mettre en evidence par une double coloration que la quasi totality des corps cellulaires 
CGRP positifs (i.e. motoneurones) etaient infectes par le virus (photo C). 
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REVENDICATIONS 

1 Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition Pharmaoeunque 
destinee au transfert dudit acide nucleique dans les motoneurons medulhures 

5 cervicaux par administration dans to muscles des membres superieurs (exemple 
:biceps, triceps). 

2 Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition pharmaceuuque 
destinee au transfert dudit acide nucleique dans to motoneurons medullaires 

,0 thoraciques par administration dans les muscles du thorax (ex. pectoraux). 

3 Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition pharmaceuuque 
destinee au transfert dudit acide nucleique dans to motoneurons medullures 
lombaire et/ou sacre par administration dans les muscles des membres mfeneurs 

15 (gastrocnemien par exemple). 

4 Utilisation d'un adenovirus recombinant dont le genome est depourvu de 
tout ou partie de la region El et de tout ou partie de la region E3 et/ou E4, comprend 
un acide nucleique d'interet, pour la preparation d'une composition pharmaceuuque 
destinee au transfert dudit adde nucleique dans to motoneurons medullars par 

20 administration intramusculaire. 

5. Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee en 
ce que l'adfoiovirus est un adenovirus d'origine humaine. 

6. Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee en 
ce que l'adenovirus est un adenovirus d'origine animate. 

25 7 Utilisation selon l'une des revendications precedentes caracterisee en ce 

que 1'acide nucleique d'interet est insere dans le genome de I'adenovirus au niveau de 
la region El, E3 ouE4. 

8. Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee 
en ce que 1'acide nucleique d'interet code pour une substance neuroactive. 
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9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
d'interet code pour un facteur de croissance, un facteur neurotrophique, une cytokine, 
un neurotransmetteur ou une enzyme, ou un recepteur. 

10. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que I'acide 
5 nucleique d'interet comprend en outre des signaux permettant 1'expression de la 

substance neuroactive dans les motoneurones. 

11. Utilisation selon Tune quelconques des revendications 1 a 4 caracteris6e 
en ce que l'administration intramusculaire est realisee par injections en plusieurs points 
d'un meme muscle. 
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